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RESUMEN

Las babesiosis bovina y la anaplasmosis, tienen una alta prevalencia en áreas
tropicales del país, lo cual incide significativamente en la economía de las
empresas pecuarias.

Por lo tanto su diagnóstico, permite determinar su

epidemiología y un control específico oportuno. En este trabajo de tesis, el
antígeno de Babesia bovis se preparó con 10 ml. de sangre con 1.1% de
parasitemia y 30% de hematocrito, a los 11 días postinoculación de 5.4x108
Babesia bovis a un ternero esplenectomizado. La concentración del antígeno de
Babesia bovis en gota, fue aproximadamente de 30 babesias por campo
microscópico con objetivo de 16X. La Sensibilidad del antígeno de Babesia bovis
se estimó en 92.5% y su Especificidad homóloga en 90%. La técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta, permitió determinar que los animales de la
Hacienda Balú, localizada en área endémica de garrapatas, se encuentra en una
condición de estabilidad enzootica, mientras que los animales de la Hacienda
Santana, localizada en área libre de garrapatas, son susceptibles a las babesiosis
y podrían estar en riesgo de infectarse si se movilizan a áreas endémicas de
hemoparasitismos.

No se encontró con la prueba de Inmunofluorescencia

Indirecta, diferencias significativas en relación al sexo y a la edad de los animales.

Palabras claves: Antígeno Babesia bovis, Inmunofluorescencia Indirecta,
Dilución y Concentración en Gota.

ABSTRACT

Bovine babesioses and anaplasmosis have a high prevalence in the tropical areas
of the country, and their incidence is significant on animal-production enterprises.
Their diagnoses, therefore, permits determining their epidemiology and opportune
specific controls. On this thesis report, the Babesia bovis antigen was prepared
with 10 ml. of blood with 1.1% parasitemia and 30% hematocrit, on the 11th day
post inoculation of 5.4X108 Babesia bovis to a splenectomized calf. The in-drop
concentration of the Babesia bovis antigen was approximately of 30 babesias per
microscopic field under a 16X lens. The Sensitivity of the Babesia bovis antigen
was estimated at 92.5% and its homologous Specificity at 90%. The Indirect
Immunofluorescence technique allowed determining that the cattle at the Hacienda
Balú, located in a tick-endemic area exist at an enzootic stable condition, whereas
the animals at the Hacienda Santana, located in a tick-free area, are susceptible to
babesioses and could be at high risk of infection if moved to any hemoparasiteendemic areas. No significant differences related to gender or age of the cattle
were found with the Indirect Immunofluorescence test.

Key words: Babesia bovis Antigen, Indirect Immunofluorescence, Dilution and InDrop Concentration.

INTRODUCCIÓN

Las principales especies de babesias que afectan a los bovinos en el mundo en
consideración a su patogenicidad e impacto económico, son la Babesia bovis y
la Babesia bigemina, las cuales pertenecen a la familia Babesidae y se
transmiten en la naturaleza por garrapatas del genero Boophilus (Mc Cosker,
1981). En el caso específico de Babesia bovis, su transmisión ocurre por la fase
larvaria del Boophilus microplus (Riek, 1966; Vizcaíno y col, 1971; Mahoney et
al, 1981), especie considerada como la mas patógena y económicamente como la
mas importante (Rogers, 1971; Wright et al, 1982; Bock et al, 2004).

Durante el proceso de la multiplicación asexual en el bovino, las fases kinéticas
babesiales penetran los eritrocitos por invaginación, toman primero una forma
redondeada y posteriormente aparecen los trofozoitos amoeboides bigeminados
(Nuttall and Gram, 1908; Friedhoff, 1987).

Los animales infectados con Babesia bovis, presentan fiebre alta, intensa
depresión y en casos severos, también un síndrome cerebral debido a lesiones
neurológicas que conducen en forma aguda a la muerte. Pero por muchos factores
biológicos como la inmunidad adquirida de la madre a través del calostro, también
por una mayor acción hematopoyética y por un sistema retículo-endotelial mas
activo, los terneros son naturalmente más resistentes a las babesiosis que los
adultos, ya que la severidad de estas enfermedades aumenta con la edad
(Mahoney, 1973; Cipolini et al, 2008). En el componente inmunológico interviene
por lo tanto, la Inmunidad Humoral producida por la IgM e IgG presentes en el
sistema sanguíneo como respuesta de los linfocitos “B” y la Inmunidad Celular
producida por diferentes tipos de células blancas con actividad fagocítica como

respuesta de los linfocitos “T” que específicamente reconocen el antígeno (Roth,
1991; Barreiro y Vizcaíno, 1988; Valbuena, 2004).

Para observar los hemoparasitismos o para detectar los anticuerpos que generan
sus infecciones, se utilizan varios métodos directos e indirectos. Directos como
frotis sanguíneos, gota gruesa, impronta de tejidos e indirectos por diferentes
pruebas serológicas como pruebas de precipitación en gel, pruebas de
aglutinación, pruebas de hemoaglutinación, prueba de fijación del complemento,
pruebas de inmunofluorescencia, pruebas inmunoenzimáticas, prueba del PCR
entre otras (Callow and Johnston, 1963; Curnow and Curnow, 1967 Bishop and
Adams, 1973; Curnow, J.A. 1973; Johnston et al, 1973; Vizcaíno y Todorovic,
1975; Lopez and Todorovic, 1978; Barry et al, 1982; O’Donoghue et al, 1985;
Barreiro y Vizcaíno, 1988 ; Vega y Murguia, 1990 ) los cuales constituyen una
herramienta

importante

para

la

investigación

y

epidemiología

de

los

hemoparasitismos.

Por lo tanto, el desarrollo de un antígeno diagnóstico de Babesia bovis es de
mucha importancia para Colombia, en el control de este temible hemoparásito y
como apoyo a la campaña de inmunoprevención con la vacuna Anabasan®
aprobada por el ICA en el 2000 y que previene a los bovinos de la anaplasmosis y
las babesiosis. Por ello, en este trabajo, se tuvo como objetivo, producir y evaluar
un antígeno de Babesia bovis para la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta,
producido por el método de “Dilución y Concentración en Gota”, considerando su
Sensibilidad y Especificidad, con sueros de animales jóvenes y adultos, obtenidos
en áreas endémicas y de áreas libres de la garrapata Boophilus microplus.

1.

1.1

MARCO TEÓRICO

RECUENTO HISTÓRICO

En las áreas tropicales y subtropicales del mundo, especialmente localizadas por
debajo de los 1.000 m.s.n.m., existen condiciones bioecológicas y climáticoambientales para la prevalencia de moscas y garrapatas y para que estos
artrópodos transmitan entre otras, especies rickettsiales y hemoparasitarias como
Anaplasma marginale, Babesia bovis y Babesia bigemina, las cuales producen
enfermedad clínica con muertes de animales susceptibles o lo más frecuente, el
establecimiento de una afección crónica económicamente importante que
disminuye la rentabilidad en la industria ganadera (O.I.E., 2000). Las pérdidas
económicas para el mundo, estimadas por la FAO por estas entidades
hemoparasitarias, ascienden a una suma superior a los 7.000 millones de
dólares/año (FAO, 1988). Igualmente en los países del tercer mundo donde se
cuenta Colombia, aproximadamente 600 millones de bovinos son afectados por
las “Fiebres de Garrapatas” y sus vectores, con pérdidas estimadas en más de
3.500 millones de dólares/año (Uilenberg, 1995).

Actualmente para el control de estas enfermedades, existen alternativas químicas
para tratar especialmente casos agudos (Bhoop et.al., 1978; Guglielmone y col.,
1988; Vizcaíno, 1996), alternativa aún vigente pero hoy cuestionada por la
contaminación de residuos químicos en leche, carne y sus productos y la
alternativa inmunoprofiláctica mediante vacunas, un método hoy día mas atractivo
a la salud pública, por no contaminante, más económico, más eficaz, de mayor
cubrimiento en menor tiempo y cero impacto al medio ambiente (Dalgliesh et. al.,
1990; Benavides y col., 2000; Vizcaíno y Benavides, 2004; Waal and Combrink,
2006).

En referencia a las babesias, fueron descubiertas por primera vez en 1888 en
bovinos febriles con hemoglobinuria, en el Valle del Danubio de Rumania (Babes,
1888), posteriormente, Smith y Kilborne en 1893, demostraron que los organismos
causales (Babesia bigemina) de lo que ellos denominaron

“Fiebre de Texas”,

eran transmitidos a los bovinos únicamente por garrapatas (Smith and Kilborne,
1893) y luego Riek en 1964 y 1966 reportó que la Babesia bigemina la transmite
la garrapata Boophilus microplus a partir de la fase de ninfa y que la Babesia
bovis únicamente la transmite en la naturaleza la misma garrapata en su fase de
larva (Riek, 1964; Riek, 1966).

1.2

ESTUDIOS DE LAS BABESIOSIS EN COLOMBIA

Los reportes sobre babesiosis en nuestro país datan desde 1899, de la fuente de
Tomas Carrasquilla (once años después del hallazgo de Babes en Rumania),
quien mencionó de casos de bovinos febriles con hemoglobinuria llevados a la
Escuela Veterinaria de Bogotá, hoy Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Nacional de Colombia. Después aparecen en revistas del país,
algunos estudios diagnósticos y sobre el control de hemoparásitos por Federico
Lleras Acosta en 1908; Velásquez Q en 1930; Virviescas en 1934; Gustavo
Román en 1944 y Plata Guerrero en 1956. También en las décadas de los 30 a
50, se realizaron en universidades del país, trabajos de tesis sobre el control y
epidemiología de hemoparasitismos y sus vectores. Pero estudios diagnósticos,
epidemiológicos, patológicos e inmunológicos con mayor rigor científico y con
mayor cobertura en población bovina y áreas ganaderas, se iniciaron a partir de
1968 hasta la década de los 80 por el ICA en Convenios Internacionales con la
Universidad de Texas A&M, Universidad de Illinois y con el Convenio ColomboAlemán. Convenios que dejaron personal capacitado y numerosas publicaciones
referentes sobre el tema de los hemoparasitismos. Entre otras referencias,

Todorovic et. al., 1971; Vizcaíno y Todorovic, 1975; Todorovic, 1975; Todorovic
and Long, 1976; González y col, 1979; Corrier et.al., 1979; Vizcaíno y col., 1979;
Barreiro y Vizcaíno 1988; García y Vizcaíno, 1988.

1.3

ASPECTO CLÍNICO Y PATOLÓGICO EN BABESIOSIS

En babesiosis se ha determinado, que la existencia de inmunidad previa, la
velocidad y frecuencia de la transmisión y la edad en la que ocurre la infección
(primo-infección), determinarán el efecto clínico que causará el contacto entre el
parásito y el huésped.

En el caso de infecciones del bovino con Babesia bovis, los animales presentan
fiebre alta (41°C a 41.5°C), marcada depresión, an emia y en casos severos un
síndrome cerebral caracterizado por lesiones neurológicas que lleva finalmente a
los animales a la muerte. La hemoglobinuria no se observa a menos que la
infección de Babesia bovis este asociada también con infección de Babesia
bigemina (Howell et. al., 2007).

Los cambios patológicos son observados en muchos órganos. En el hígado por
ejemplo, además de aumento de su tamaño, se presenta hipertrofia de las células
de Kupffer e infiltración grasa en el parénquima.

Los canalículos biliares

distendidos y con retención de bilis. En el bazo también aumenta su tamaño y
disminuye los corpúsculos de Malphigios.
cariorresis y

Muchas células se encuentran en

macrófagos con hemosiderina.

La cápsula de Glisson puede

romperse lo cual puede ocasionar una hemorragia aguda (Hilderbrandt, 1981;
Rogers, 1971). En el riñón se presenta éstasis vascular lo cual conduce a daño
renal con baja producción de orina (Wright et.al., 1982). Pero los cambios más
marcados y determinantes por Babesia bovis ocurren en cerebro y cerebelo los

cuales se observan congestionados con capilares distendidos como consecuencia
de eritrocitos parasitados secuestrados en el endotelio capilar, agregación
eritrocítica que se favorece al aumentar el fibrinógeno en la sangre circulante
(O’Connor et.al., 1999). La estasis vascular impide una buena oxigenación tisular
lo cual produce hipoxia y anoxia presentándose un cuadro de depresión extrema
con cambio del estado anímico del animal, cuadro que se agrava con la
presentación de edemas a nivel del cerebro, los cuales son tóxicos presentándose
decaimiento general del animal, incoordinación de movimientos y
nivel del sistema nervioso central

disturbios a

(Rogers, 1971). Este estado agudo puede

ocurrir aún con parasitemias que se presentan por Babesia bovis en porcentaje
de menos de1% en la sangre circulante (O.I.E., 2000).

1.4

INMUNOLOGÍA DE LAS BABESIOSIS

Es posible que algunos bovinos presenten por factores genéticos una resistencia
natural a infecciones por especies de babesias lo cual se observa cuando en un
número de animales sometidos a condiciones ambientales y manejos similares,
pocos animales son más susceptibles que otros. No obstante, en relación a la
raza, los bovinos Bos indicus presentan mayor resistencia que los Bos taurus a
infecciones por Babesia bovis aunque algunos conceptúan porque el Bos
indicus tiene por muchos factores mayor capacidad de rechazar a las garrapatas
(Johnston, 1967). Por otra parte, en áreas endémicas, los terneros menores de un
año, rara vez muestran signos de enfermedad debidos a babesiosis, posiblemente
porque en estas áreas, ocurre un grado variable de inmunidad que la madre
transmite a los terneros especialmente durante la ingestión del calostro (Hall,
1960). Pero una de las primeras defensas del organismo animal a la infección por
babesias ocurre por una inmunidad humoral debida a anticuerpos circulantes en la

sangre (IgM y IgG) los cuales pueden detectarse serológicamente aún sin la
presencia del parásito (Ross, 1968; Callow et. al., 1974).

Las inmunoglobulinas son sinónimo de anticuerpos y se definen como moléculas
proteicas producidas por los linfocitos B a partir de células plasmáticas; su síntesis
es inducida por la interacción de un antígeno en particular teniendo la capacidad
de unirse específicamente con el antígeno que les dio origen, contribuyendo a su
eliminación.

La IgG es secretada por las células plasmáticas del bazo, los ganglios linfáticos y
la medula ósea, es la inmunogamaglobulina de mayor concentración en el suero,
pesa 160 kDa, por su tamaño relativamente pequeño, puede encontrarse en
espacios tisulares y superficies corporales y es responsable de la respuesta
secundaria,

La IgM también es secretada por las mismas células de la IgG, tiene un peso de
900kDa, razón por la cual se encuentra confinada al torrente sanguíneo siendo la
inmunogamaglobulina en segundo lugar en concentración en suero, tiene el poder
de opsonizar determinados antígenos, provocando la lisis de agentes patógenos y
es responsable de la respuesta primaria (Valbuena, 2004).

Con respecto a la respuesta humoral con base a la clase de inmunoglobulinas, se
ha reportado en bovinos que ocurre el cambio de IgM a IgG. (Mahoney, 1972).

En la babesiosis se produce una reacción de hipersensibilidad tipo II debida a que
los antígenos de babesia pueden causar modificaciones a los eritrocitos lo que
ocasiona que estos sean considerados como exógenos y sean lisados por
anticuerpos y complemento y posteriormente removidos por el proceso de
fagocitosis (Valbuena, 2004).

Se conoce, que además de la inmunidad humoral, existe también la inmunidad
celular causada por la interacción de diferentes tipos de células blancas,
especialmente por linfocitos “T”, las cuales proliferan primordialmente en el bazo
(Hayawardena et.al., 1975) y que ellas reconocen específicamente al antígeno.
Esto ocurre cuando un animal es expuesto a la enfermedad o es vacunado con
vacunas vivas que inducen inmunidad celular (Tizard, 1977; Roth, 1991). Esta
inmunidad puede hacerse evidente mediante la técnica de inhibición de la
migración de los macrófagos la cual registra en valores porcentuales, la protección
conferida (Chapa y Morilla, 1977; Barreiro y Vizcaíno, 1988). Pero existen varias
formas también para que las babesias evadan la respuesta inmune del
hospedador. Una es mediante variación antigénica (Cohen, 1976) o por una
inmunosupresión generalizada que puede presentarse cuando un animal padece
también otras infecciones concomitantes (virales, bacteriales, rickettsiales, etc.)
(Greenwood, 1974).En este caso determinar el origen de la inmunosupresión en
babesiosis bovina es muy importante, ya que podría interferir en las campañas de
vacunación y esto podría predisponer a los animales a otras infecciones, como se
ha reportado que ocurre en la tripanosomiasis bovina (Holmes et.al., 1974).

1.5

DIAGNÓSTICO SEROLÓGICO EN BABESIOSIS

Después del hallazgo de las babesiosis por Babes en 1888, el estudio de los
hemoparasitismos eran presionados por brotes continuos de enfermedad
incontrolados en muchas partes del mundo, porque no se tenían entonces bien
definido ni la epidemiología de los hemoparásitos ni las alternativas de control,
llegándose posteriormente a la conclusión que para un control eficiente se
requiere de estudios epidemiológicos y estos no serán posibles sin el apoyo de
métodos eficaces de diagnóstico.

Síntomas y signos como fiebre, anemia,

ictericia, emaciación, hemoglobinuria, se consideran presuntivos pero no

patognomónicos, por lo tanto el diagnóstico clínico debe ser siempre confirmado
por un diagnóstico de laboratorio (O.I.E., 2000). Un diagnóstico directo es útil
para observar los parásitos en infecciones agudas las cuales pueden recurrir a
muestras sanguíneas (frotis delgados y gota gruesa) o mediante la utilización de
impresiones de tejidos y aún observando formas vermiculares en tejidos de
garrapatas obtenidas del animal afectado (Mahoney and Saal, 1961; Callow and
Johnston, 1963; Vizcaíno, et.al., 1969; Hoyte, 1971; Leeflang, 1972; Bishop and
Adams, 1973). Pero para estudios epidemiológicos se requiere de pruebas que
garanticen eficacia, sensibilidad y mayor cubrimiento. Entre otras pruebas se cita
la Fijación de Complemento, Inmunofluorescencia Indirecta, Elisa y PCR
(Mahoney, 1962; Ross and Lohr, 1968; Todorovic et.al., 1971; Johnston et.al.,
1973; Vizcaíno y Todorovic, 1975 O’Donoghue et.al., 1985; Waltisbuhl et.al., 1987;
Barreiro y Vizcaíno, 1988; Vega y Murgia, 1990; Figueroa et.al., 1992; Jorgensen
et.al., 1992a; Friedhoff, 1994; De Echaide et.al., 1995; Calder et.al., 1996; Molloy,
et.al., 1998).

En cuanto a la técnica de inmunofluorescencia existe la modalidad directa que
detecta antígeno y la modalidad indirecta más utilizada en encuestas serológicas
para detectar la presencia de anticuerpos, esta ultima está basada en la capacidad
de la globulina del anticuerpo (IgG) para acoplarse químicamente con su
correspondiente antígeno en una primera reacción donde esta reacción no se
visualiza y luego en una segunda reacción con un Conjugado marcado con un
colorante fluorescente o fluorocromo (Anti-IgG bovino macada) se hace visible la
primera reacción.

Sobre láminas portaobjetos que llevan adherido un antígeno conocido, se aplica el
suero problema. Si éste contiene anticuerpos homólogos al antígeno, se unen al
antígeno en una reacción aun no visible. Los anticuerpos del suero no específicos
al antígeno no se acoplan y se eliminan mediante un lavado. Posteriormente se
adiciona un suero anti-inmunoglobulina bovina marcada con isotiocianato de

fluoresceína (Conjugado). En esta prueba el fluorocromo no está conjugado
directamente al suero de prueba, sino a

una antiglobulina de la especie del

huésped bajo investigación. El conjugado se une a los anticuerpos específicos o
se elimina mediante lavado si no se encuentran anticuerpos específicos en el
suero.

La reacción se visualiza al ser iluminada la reacción con luz ultravioleta de alta
intensidad. La lectura

se hace con un microscopio de fluorescencia cuya luz

excita al isotiocianato de fluoresceína, la observación de luz verde fluorescente
“tiñendo” un objeto del portaobjeto indica la presencia del antígeno en la muestra o
de anticuerpos específicos en el suero, según el caso (Benito, 2008). Los sueros
diagnosticados como positivos son aquellos en los que se observa al parásito con
una coloración fluorescente.

La inmunofluorescencia fue en el pasado muy reciente, ampliamente utilizada
para detectar anticuerpos de Babesia spp. Con ella es posible que se presenten
reacciones cruzadas cuando coexisten en una región más de una especie de
babesia. En este caso se recomienda para evitar reacciones cruzadas, realizar
diluciones de los sueros por lo menos 1:80 (Todorovic and Long, 1976;
Domínguez y col., 1995).

Cuando el antígeno se prepara mediante la técnica del frotis se requiere de una
parasitemia mayor al 10% lo cual no es fácil lograrlo con especies como Babesia
bovis que generalmente producen parasitemias bajas en la sangre circulante. Por
otra parte, esperar varios días de patencia para que la parasitemia se incremente,
puede malograr la sensibilidad del antígeno debido a que se forma un “complejo
antígeno-anticuerpo” que produce reacciones cruzadas inespecíficas. Para evitar
la formación de este complejo, se ha preparado un antígeno más sencillo y
específico, obteniendo la sangre con baja parasitemia (2% a 3%), produciendo el
antígeno mediante el Método de Dilución y Concentración en Gota

(Zuerner,

1982; Madruga et.al., 1987; Vizcaíno, 1989; O.I.E., 2000). Este antígeno tiene la
ventaja que se prepara a partir de una parasitemia de bajo porcentaje, conseguida
en los primeros dos días de patencia y no ocurre la formación del “complejo
antígeno-anticuerpo”, evitándose así, reacciones inespecíficas. La dilución final
puede tener aproximadamente 20 a 30 parásitos por campo microscópico con
objetivo de 10X a 16X, lo que permite encontrar siempre parásitos en el campo
microscópico.

2.

2.1

MATERILES Y MÉTODOS

ANIMALES EXPERIMENTALES

Tres grupos integraron los animales de experimentación:
•

Un ternero Bos taurus de la raza Normanda, esplenectomizado, de cinco

meses de edad, certificado por laboratorio como libre de patógenos (virus,
bacterias, rickettsias y protozoarios) obtenido de un área libre de garrapatas y de
hemoparásitos ( Hacienda Chuguacá), ubicada en el Alto del Vino a 3100
m.s.n.m., de quien se obtuvo el “suero control negativo” y el “suero control
positivo” para la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta y la sangre positiva a
Babesia bovis para la preparación del antígeno diagnóstico para la prueba en
mención. Este ternero durante el periodo de crianza, permaneció en una unidad
de aislamiento en la Clínica de Grandes Animales de la Universidad de La Salle,
en condiciones estrictas de no contaminación por ratas y por insectos vectores y
con una dieta solo a base de leche pasteurizada, alfalfa, pasto peletizado, sal
mineralizada y al finalizar la dieta láctea, agua ad libitum.
•

Cuarenta bovinos de doble propósito (Bos taurus x Brhaman) en dos

grupos etarios (20 terneros de 3 a 6 meses de edad y 20 animales adultos >2
años), localizados en el Magdalena medio (Hacienda Balú), en un área endémica
a moscas picadoras, garrapatas y hemoparásitos, con una altitud <300 m.s.n.m.
Desde hace 13 años los animales de esta hacienda se vienen vacunando cada
seis meses los nuevos nacimientos con la vacuna Anabasan® de los Laboratorios
LIMOR DE COLOMBIA, que previene a los bovinos de brotes por anaplasma y

babesias,

lo

cual

ha

permitido

crear

“estabilidad

enzootica”

a

los

hemoparasitismos.
•

Cuarenta bovinos Bos taurus de la raza Holstein, también en dos grupos

etarios (20 terneros de 3 a 6 meses de edad y 20 animales adultos > 2 años),
localizados en el área del municipio de Nemocón, Cundinamarca, Vereda La
Puerta (Hacienda Santana), a una altitud >2700 m.s.n.m., libre de garrapatas, sin
casuística de babesiosis, pero ocasionalmente cuando se incrementa la población
de moscas se ha presentado infección por anaplasma en algunos animales.

2.2

ORGANISMOS EXPERIMENTALES

Se utilizó para la infección del ternero esplenectomizado una cepa de Babesia
bovis aislada en 1971 en la Granja de Turipaná del ICA en Montería (Referencia:
Ba71M18-ICA) (Vizcaíno y col., 1971) la cual fue posteriormente atenuada
después de 11 pasajes en terneros esplenectomizados (González y col, 1979).
Actualmente esta cepa, integra uno de los tres organismos de la vacuna
Anabasan® de LIMOR.

2.3

OBTENCIÓN DE SUEROS BOVINO

2.3.1 “Control negativo” para Inmunofluorescencia Indirecta. Del ternero libre de
patógenos, obtenido de la Hacienda Chuguacá, se obtuvo cinco muestras
sanguíneas sin anticoagulante para la obtención de suero “Control negativo”, con
intervalo de 15 días, antes de practicarse la esplenectomía y de inocularlo con
Babesia bovis. La sangre después de su coagulación, tres horas después de su

obtención, se centrifugó a 2.500 r.p.m. durante 10 minutos y luego los sueros se
preservaron en un Revco a -80°C hasta la realizació n de la prueba de
Inmunofluorescencia Indirecta.

2.3.2 “Control positivo” para Inmunofluorescencia Indirecta. Del mismo ternero
libre de patógenos obtenido de la Hacienda Chuguacá, se obtuvo cinco muestras
sanguíneas (una cada día), a partir del día 7 post-inoculación de 5.4x108 Babesia
bovis hasta el día 11 post-inoculación, cuando se tomó la sangre para la
producción del antígeno para la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta.

La

obtención de los sueros y su preservación hasta la realización de la prueba de
Inmunofluorescencia Indirecta, por procedimiento similar a la obtención del suero
“control negativo”.

2.3.3

Obtención de muestras sanguíneas bovinas del área endémica a

garrapatas. De animales Bos taurus x Brahman de la Hacienda Balú, ubicada en
área endémica de garrapatas y a hemoparásitos, se obtuvo muestras sanguíneas
con y sin anticoagulante de 20 terneros de 3 a 6 meses de edad y 20 muestras
sanguíneas de bovinos >2 años. De la sangre con anticoagulante se determinó el
hematocrito y se realizó frotis sanguíneos coloreados con Giemsa para explorar la
presencia de hemoparasitismos.

De la sangre sin anticoagulante, se obtuvo

sueros sanguíneos con igual procedimiento y conservación a la obtención de los
sueros

“Control

positivo”

Inmunofluorescencia Indirecta.

y

“Control

negativo”

para

la

prueba

de

2.3.4 Obtención de muestras sanguíneas bovinas del área libre de garrapatas.
De animales Holstein de la Hacienda Santana, ubicada en área libre de garrapatas
y posiblemente de infecciones por babesias, se obtuvo muestras sanguíneas con y
sin anticoagulante de 20 terneros de 3 a 6 meses de edad y 20 muestras
sanguíneas de animales >2 años. Con estas sangres se determinó el hematocrito,
se realizaron frotis sanguíneos y se congelaron sueros sanguíneos con igual
procedimiento de las sangres del área endémica de garrapatas.

2.4

LABORES PRELIMINARES PARA LA PRODUCCION DEL ANTIGENO DE

BABESIA

BOVIS

PARA

LA

TECNICA

DE

INMUNOFLUORESCENCIA

INDIRECTA

2.4.1

Pre-elaboración de láminas para el antígeno de Babesia bovis, para

Inmunofluorescencia Indirecta.

Un número de 500 láminas portaobjetos (para

ocho muestras cada una) previamente limpias y desengrasadas con una mezcla
de acetona y alcohol etílico a partes iguales, se elaboraron para el antígeno de
Babesia bovis, cada lámina con 8 círculos con esmalte color rojo (Ilustración 1.).
Los círculos se elaboraron de una manera artesanal, impregnando con esmalte
rojo la base de boquillas de 0.50 µl. que se usan para pipetas en procedimiento de
microdilución.

Estas láminas previamente elaboradas a la preparación del

antígeno se empacaron a prueba de polvo en cajas de colección y se guardaron
en lugar libre de humedad hasta cuando se obtuvo una parasitemia adecuada
para la preparación del antígeno de Babesia bovis.

Ilustración 1. Láminas portaobtejos para el antígeno de Babesia bovis.

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

2.4.2 Preparación de reactivos.

•

PBS; pH 7.3 (Dalgliesh, 1969). Para lavado de glóbulos rojos y para
dilución de sueros, conjugado y antígeno:
Se utiliza 9.17 gramos de Na2HPO4, más 1.43 gramos de KH2PO4 y 4.29
gramos de NaCl para agua destilada en cantidad suficiente para 1000 ml.
Puede esterilizarse en autoclave o por filtración en membrana de 0.22 µm.

•

Preparación de colorante Giemsa (Bishop and Adams, 1973). Se mezcla
0.75 gramos de Colorante Giemsa certificado en 65 ml. de alcohol metílico
sin acetona y 35 ml de glicerina pura.

•

Coloración fluorescente de Naranja Acridina (Manual Un. Illinois 1977).

a) Formol al 10% (1 Vol. de formol en 9 Vol. de NaCl 0.85% o de PBS).

b) Solución stock (1:100) de Naranja Acridina (Conservar a 4°C).
Naranja Acridina…………………1 gramo.
HCl 0.1 N. que contenga 10 ml de NaCl 0. 85%.

c) Solución 1:1000 de Naranja Acridina (Conservar a 4°C).

1 Vol. de solución stock de punto (b) en 9 volúmenes de HCl 0.1 N, 0.85% de
NaCl.

2.4.3 Inoculación del ternero esplenectomizado libre de patógenos con 5.4x108
Babesia bovis. La cepa de Babesia bovis aislada en 1971 (Vizcaíno y col.,
1971) y congelada en nitrógeno líquido, se descongeló durante dos minutos en
agua a temperatura de 40°C y luego una dosis de 5.4 x108 se inoculó al ternero
esplenectomizado por vía subcutánea.

Diariamente durante once días post-inoculación, se observó su comportamiento
clínico, se registró la temperatura a las 8:00 a.m. y 2:00 p.m. y se hizo lectura de
frotis sanguíneos coloreados con Giemsa hasta obtener la parasitemia requerida
de 1% a 3%.

2.4.4 Obtención de sangre parasitada, 1% a 3% con Babesia bovis. El día 9
post-inoculación, el ternero presentó a las 8:00 a.m. una temperatura de 38.6°C;
un hematocrito de 43% y se observó una parasitemia por Babesia bovis de
<0.1% (formas en anillo y algunas bigeminadas) y no se observaron cambios
clínicos aparentes.

El día 10 de la inoculación, la temperatura subió a 41°C; el hematocrito bajó a 39%
y la parasitemia subió a 0.3%. No se observó cambios clínicos aparentes.

El día 11 de la inoculación, la temperatura marcó 41.7°C; el hematocrito disminuyó
a 30% y el porcentaje de la parasitemia en la sangre circulante subió a 1.1%
(Ilustración 2.). El animal clínicamente se observó decaído, un poco débil y algo

inapetente. En consideración al comienzo de síntomas clínicos y que también la
parasitemia de B. bovis posiblemente no iba a incrementarse, se tomó la decisión
de sangrar el ternero. Para ello se utilizó una jeringa de 50 ml. la cual contenía 1
ml. de citrato de sodio al 12% y se obtuvo 20 ml. de sangre.

Para evitar el

complejo inespecífico (reacción antígeno-anticuerpo) que puede presentarse in
vitro, la sangre citratada se versó inmediatamente en 100 ml. de PBS frío pH 7.3
(Dalgliesh, 1969).

Ilustración 2. Babesia bovis, Giemsa x 1000.

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

2.4.5 Dilución de sangre parasitada con Babesia bovis desde 1:10 hasta 1:1.280
y coloración de diluciones con Naranja Acridina.

•

El volumen de 20 ml. de glóbulos rojos más 100 ml de PBS frío, se
centrifugó en una centrífuga refrigerada a 3.000 r.p.m. durante 10 minutos.
Se eliminó el sobrenadante y glóbulos blancos y con el sedimento de
glóbulos rojos, se hizo una dilución de 1:1 con PBS frío pH 7.3.

•

La dilución 1:1 se dividió en dos alícuotas de 1/3 y 2/3 para realizar con la
alícuota de 1/3 (previamente formolada con 2 volúmenes de formol al 10%
en solución salina fisiológica durante una hora), diluciones desde 1:10 hasta
1:1.280, para obtener en una de ellas un número aproximado de 20 a 30
babesias por campo microscópico. Con la alícuota de 2/3 de la dilución 1:1,
para preparar la dilución final del antígeno diagnóstico para la prueba de
Inmunofluorescencia Indirecta.

•

Utilizando una jeringa de 1 ml. de insulina; sangre de la alícuota de 1/3 de
glóbulos rojos formolados; PBS frío pH 7.3 y una lámina pre-elaborada con
ocho círculos (Ilustración 3. ) se hicieron diluciones desde 1:10 hasta
1:1280, así:

Dilución 1:10: con 0.1 ml. de glóbulos rojos formolados de dilución 1:1 más
0.9 ml. de solución salina fisiológica, se homogenizó y se depositó una gota
en el círculo superior izquierdo de la lámina.

Dilución 1:20: con 0.5 ml. de dilución 1:10 más 0.5 ml. de solución salina
fisiológica.

Así sucesivamente hasta obtener diluciones de 1:40; 1:80;

1:160; 1:320; 1:640 y 1:1.280. Estas diluciones se depositaron en el círculo
correspondiente de la lámina, se colorearon con Naranja de Acridina y se
obtuvo por microscopía fluorescente, la dilución donde se observó, 20 a 30
babesias requeridas.

Ilustración 3. Diluciones 1:10 a 1:1.280 coloreadas con Naranja Acridina

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

2.5

PREPARACIÓN

DEL

INMUNOFLUORESCENCIA

ANTÍGENO
INDIRECTA,

DE

BABESIA

MÉTODO

DE

bovis

PARA

DILUCIÓN

Y

CONCENTRACIÓN EN GOTA (VIZCAÍNO, 1989).

A la alícuota de 2/3 de glóbulos rojos no formolados de la dilución 1:1, se le
adicionó albúmina bovina al 1% (O.I.E., 2000), se diluyó a la dilución donde se
observó aproximadamente 30 babesias con objetivo de 16x, coloreadas con
Naranja de Acridina.

Para el caso, el número requerido de babesia se obtuvo en la dilución 1:320
(Ilustración 4.) y con esta dilución (1 ml. de glóbulos rojos más 319 ml. de PBS pH
7.3) se preparó el antígeno, versando una gota de la dilución referenciada en cada
uno de los círculos de láminas pre-elaboradas (Ilustración 5.).

Ilustración 4. Babesia bovis, Naranja Acridina , 160x

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

Ilustración 5. Láminas de antígeno de Babesia bovis dilución 1:320

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

Las láminas se secaron en estufa a 40°C por 30 minu tos y se empacaron en
grupos de dos láminas en papel de aluminio (juntando sus lados opuestos al
antígeno) y procurando que el antígeno quedara en contacto con el lado más
brillante del papel de aluminio. Luego se rotularon: identificación del antígeno;
número de láminas y fecha y se preservaron en congelación a -80°C (Ilustración
6.).

Ilustración 6. Antígeno de Babesia bovis para congelar a -80°C.

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

2.6

LABORES

PRELIMINARES

PARA

LA

TECNICA

DE

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

2.6.1 Titulación del Conjugado Se utilizó un conjugado anti IgG-bovino preparado
en conejo

(Ilustración 7.) diluido en 1:8; 1:16; 1:32 y 1:64 en PBS pH 7.3

(Ilustración 8.) y diluciones 1:40 de sueros “Control positivo” y “Control negativo”
(Tabla 1.). El conjugado marcó un título de 1:32 débilmente positivo, por lo tanto
se escogió para la prueba la dilución 1:16.

Ilustración 7 Conjugado Anti IgG bovino.

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

Ilustración 8 Titulación del Conjugado

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

Tabla 1. Titulación del Conjugado anti IgG-bovino en conejo.

Dilución

Conjugado (µl)

PBS (µl)

Solución de Trabajo( µl)

1:8

30

210

240

1:16

15

225

240

1:32

8

248

256

1:64

4

252

256

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

2.6.2 Titulación de sueros “Controles positivos” y “Controles negativos” para la
prueba de Inmunofluorescencia Indirecta. Se realizaron diluciones de 1:10;
1:20; 1:40; 1:80 y 1:160 de los sueros “Controles positivos” y “Controles
negativos” y se utilizó el Conjugado en dilución 1:16. Se escogió para la
prueba de Inmunofluorescencia Indirecta el suero “Control positivo No. 2”
con un título de 1:20 y el suero “Control negativo No. 1” (Tabla 2.).

Tabla 2. Diluciones de sueros bovinos “Control positivo y Control negativo” para
Inmunofluorescencia Indirecta.

Sueros positivos

Sueros negativos

Dilución

1

2

3

4

5

1

2

3

4

5

1:10

+

+

+

+

+

-

-

-

-

-

1:20

+

+

+

+

+

-

-

-

-

-

1:40

+

-

+

+

+

-

-

-

-

-

1:80

+

-

+

+

+

-

-

-

-

-

1:160

+

-

-

+

+

-

-

-

-

-

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

2.7

TÉCNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

El procedimiento realizado, fue similar al descrito por Todorovic y Long en 1976,
con la diferencia que el antígeno utilizado fue preparado por el método de Dilución
y Concentración en Gota (Vizcaíno, 1989). Los sueros “Control positivo”, “Control
negativo”, sueros de área endémica y sueros de área libre de garrapatas, se
diluyeron en dilución 1:80 en PBS frío pH 7.3, en microplacas de 96 pozos para
microdilución (Nunc-immunoplate, Denmark) (Domínguez y col., 1995).

El Conjugado anti IgG bovino producido en conejo y acoplado con isotiocianato de
fluoresceína, se utilizó en dilución 1:16 de acuerdo al título obtenido (Tabla 1.). La
observación microscópica se hizo en un microscopio de fluorescencia, con
objetivos de inmersión Planapo 40X o con objetivo de 100 X.

Procedimiento:

1. Se descongelaron sueros “Control positivo”, “Control negativo” (diluidos 1:20) y
sueros de área endémica y de área libre de garrapatas (diluidos 1:80) en placas
para microtitulación (Ilustración 9.).

Ilustración 9. Microdilución de sueros

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

2. Se descongelaron las láminas de antígeno y se secaron con aire ligeramente
tibio, dejando los dos primeros círculos de izquierda a derecha, línea superior,
respectivamente para el “Control positivo” y para el “Control negativo”

y los

círculos restantes para los sueros obtenidos en campo en dilución 1:80
(Ilustración 10.).

Ilustración 10. Láminas de antígenos en reacción con sueros controles (+) y (-)
y con sueros de campo.

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

3. Se incubaron las láminas de antígeno en reacción con sueros a 37°C en
cámara húmeda durante 30 minutos (Ilustración 11.).
Ilustración 10. Antígeno en cámara húmeda.

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

4. Se lavaron las láminas dos veces con PBS frío pH 7.3, cada vez durante 5
minutos y con agitación magnética lenta (Ilustración 12.).

Ilustración 11. Lavado de antígeno en PBS.

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

5. Luego se secaron las láminas de antígeno con aire ligeramente tibio y se
adicionó el Conjugado anti IgG bovino acoplado con isotiocianato de fluoresceína
a cada círculo, en título 1:16 y se incubaron y lavaron de manera similar como en
puntos 3 y 4 y finalmente se sumergieron en agua destilada fría pH 7.0 por dos
segundos.

6. Posteriormente, las láminas se secaron con aire ligeramente tibio y se
observaron al microscopio con objetivos de inmersión Planapo 40X y 100X,
adicionando a cada círculo glicerina tamponada en dilución 1:9 (1 volumen de PBS
+ 9 volúmenes de glicerina), poniendo encima de las láminas de antígeno, una
laminilla.

7. Para la lectura se observó primeramente la reacción fluorescente en los
círculos con Controles (+) y (-) y se comparó con las reacciones de los sueros de
campo.

2.8 PRUEBAS DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

Se tuvo como parámetro de validez de la técnica de Inmunofluorescencia
Indirecta, la Sensibilidad del método en proporción a muestras verdaderas
positivas y la Especificidad, en proporción de muestras verdaderas negativas.
Estos parámetros pueden expresarse como probabilidad entre 0 y 1 ó como
porcentaje. También se realizó un análisis descriptivo de los hematocritos
obtenidos de bovinos del área endémica y de bovinos del área libre de garrapatas.

Para la técnica de Inmunofluorescencia se determinó la Sensibilidad y la
Especificidad, según las siguientes fórmulas (Domínguez y col ,1.995):

Número de muestras positivas
Sensibilidad =

X 100
Número total de muestras

Número de muestras negativas
Especificidad =

X 100
Número total de muestras

3.

3.1

OBTENCIÓN

DE

RESULTADOS

SUEROS

BOVINOS,

CONTROL

NEGATIVO

Y

CONTROL POSITIVO PARA INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

3.1.1

Control negativo para Inmunofluorescencia Indirecta.

Los 5 sueros del

ternero Normando No. 1, libre de patógenos (virus, bacterias, anaplasma y
Babesia sp.): certificados por Laboratorios de CORPOICA (Leptospira);
Laboratorio Medico Veterinario L.M.V. LTDA del doctor Victor Cotrino (Diarrea viral
bovina; Rinotraqueitis bovina infecciosa y Leucosis bovina enzootica) y también
por el Laboratorio de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia
“Programas de Posgrado” de la Universidad Nacional de Colombia (Diarrea viral
bovina), obtenidos con intervalo de 15 días y antes de la esplenectomía y de la
inoculación de una dosis patógena de 5.4x108 Babesia bovis, reaccionaron todos
negativamente en diluciones de 1:10 hasta la dilución 1:160, a la prueba de
Inmunofluorescencia Indirecta para el antígeno de Babesia bovis (Tabla 2.). No
obstante, se escogió como “Control negativo" para realizar la prueba de
Inmunofluorescencia Indirecta a sueros de campo de área endémica y de área
libre de garrapatas, el suero No. 1, sin que mediara ningún otro criterio para su
selección, ya que los otros 4 sueros fueron igualmente negativos.

3.1.2 Control positivo para Inmunofluorescencia Indirecta. Como suero “Control
positivo” se seleccionó entre 5 sueros obtenidos diariamente post-inoculación de
una dosis patógena de 5.4x108 Babesia bovis, a partir del día 7 hasta el día 11

post-inoculación, el suero No. 2, porque fue el que marcó una positividad en
menor dilución (1:20) a la prueba de inmunofluorescencia indirecta con el antígeno
de Babesia bovis (Tabla 2.).

Con este suero “Control positivo”, se montó la

prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (antígeno Babesia bovis) para sueros
de campo obtenidos en área endémica y de área libre de garrapatas .

3.2

LECTURAS DE FROTIS SANGUÍNEOS Y DETERMINACIÓN DEL

HEMATOCRITO EN MUESTRAS OBTENIDAS DE VACAS Y DE TERNEROS DE
ÁREA ENDÉMICA Y DE ÁREA LIBRE DE GARRAPATAS

3.2.1 Vacas en área endémica de garrapatas (<300 m.s.n.m). La sangre de 20
vacas Brahman x Bos taurus del área endémica a garrapatas (Hacienda Balú),
presentaron al examen directo de frotis sanguíneos coloreados con Giemsa,
cuatro animales positivos a Babesia bigemina (VE15; VE19; VE41; VE75) en
porcentajes de 0.1%; 0.2% y 0.3% y valores del hematocrito normales con
promedio de 33.5% y valores máximo y mínimo de 39% y 30% respectivamente
(Tabla 3.). Para Babesia bovis en dos animales (VE19 Y VE75) se observó
Babesia bovis en porcentaje de 0.1% y los valores del hematocrito mencionados
en la Tabla 3.

Para la rickettsia Anaplasma marginale 14 vacas de las 20

(VE13; VE14; VE15; VE18; VE19; VE22; VE5261; VE37; VE46; VE47; VE53;
VE68; VE92; VE96) presentaron positividad a la rickettsia en valores porcentuales
de 0.1%; 0.2%; 0.3% y 0.5%, considerados epidemiológicamente compatibles para
áreas con estabilidad enzootica a hemoparásitos.

Tabla 3. Vacas Hacienda Balú, lectura de frotis sanguíneos y determinación de
hematocritos.

Número

Identificación

B.

B.

A.

bigemina

bovis

marginale

Hematocrito

1

VE13

NOP

NOP

0.5%

30%

2

VE14

NOP

NOP

0.3%

30%

3

VE15

0.2%

NOP

0.2%

31%

4

VE16

NOP

NOP

NOP

33%

5

VE18

NOP

NOP

0.2%

39%

6

VE19

0.1%

0.1%

0.3%

30%

7

VE20

NOP

NOP

NOP

35%

8

VE21

NOP

NOP

NOP

39%

9

VE22

NOP

NOP

0.5%

34%

10

VE5261

NOP

NOP

0.5%

35%

11

VE37

NOP

NOP

0.1%

39%

12

VE41

0.2%

NOP

NOP

33%

13

VE46

NOP

NOP

0.3%

36%

14

VE47

NOP

NOP

0.2%

32%

15

VE53

NOP

NOP

0.2%

30%

16

VE62

NOP

NOP

NOP

34%

17

VE68

NOP

NOP

0.3%

36%

18

VE75

0.3%

0.1%

NOP

30%

19

VE92

NOP

NOP

0.2%

31%

20

VE96

NOP

NOP

0.1%

33%
X33.5%

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

3.2.2 Terneros en área endémica de garrapatas (<300 m.s.n.m.). La sangre de
20 terneros Brahman x Bos taurus, de área endémica de garrapatas (Hacienda
Balú) presentaron a la lectura de frotis sanguíneos coloreados con Giemsa, 9
animales positivos a Babesia bigemina (TE1; TE7; TE8; TE11; TE12; TE17;
TE43; TE44; TE47), con porcentajes de 0.1%; 0.2%; 0.3% y 0.4% y hematocritos
con valores compatibles con estabilidad enzootica, con promedio de 36.2% y
valores máximo y mínimo de 42% y 31% respectivamente (Tabla 4.).

Tabla 4 Terneros Hacienda Balú, lectura de frotis sanguíneos y determinación
de hematocritos.

Número

Identificación

B.

B.

A.

bigemina

bovis

marginale

Hematocrito

1

TE1

0.3%

NOP

0.1%

36%

2

TE3

NOP

NOP

0.4%

40%

3

TE5

NOP

NOP

0.2%

38%

4

TE6

NOP

NOP

NOP

32%

5

TE7

0.1%

NOP

NOP

35%

6

TE8

0.3%

NOP

0.1%

33%

7

TE9

NOP

0.1%

NOP

42%

8

TE10

NOP

NOP

NOP

41%

9

TE11

0.2%

NOP

0.3%

36%

10

TE12

0.1%

0.1%

NOP

33%

11

TE14

NOP

NOP

NOP

40%

12

TE17

0.2%

NOP

0.2%

37%

13

TE22

NOP

0.2%

0.5%

33%

14

TE31

NOP

NOP

0.3%

40%

15

TE42

NOP

NOP

NOP

39%

Continúa en página siguiente.

16

TE43

0.2%

NOP

NOP

34%

17

TE44

0.4%

NOP

0.2%

31%

18

TE47

0.1%

NOP

0.4%

34%

19

TE52

NOP

NOP

NOP

37%

20

TE56

NOP

NOP

0.2%

32%
X36.2%

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

3.2.3 Vacas en área libre de garrapatas (>2.700 m.s.n.m.). La sangre de 20
vacas Holstein de área libre de garrapatas (Hacienda Santana) no presentaron
positividad a Babesia bigemina ni a Babesia bovis a la lectura de frotis
sanguíneos coloreados con Giemsa, pero sí para 6 animales para la rickettsia
Anaplasma marginale (VL321; VL418; VL421; VL483; VL486; VL500), en valores
porcentuales de 0.1%; 0.2%; 0.3% y 0.4% (Tabla 5.).

El valor promedio del

hematocrito fue de 38.4% con máximo y mínimo de 46% y 31% respectivamente.

Tabla 5. Vacas Hacienda Santana, lectura de frotis sanguíneos y determinación
de hematocritos.

Número

Identificación

B.

B.

A.

bigemina

bovis

marginale

Hematocrito

1

VL75

NOP

NOP

NOP

38%

2

VL116

NOP

NOP

NOP

46%

3

VL132

NOP

NOP

NOP

41%

4

VL321

NOP

NOP

0.2%

43%

5

VL334

NOP

NOP

NOP

36%

6

VL335

NOP

NOP

NOP

34%

Continúa en página siguiente.

7

VL337

NOP

NOP

NOP

35%

8

VL338

NOP

NOP

NOP

39%

9

VL418

NOP

NOP

0.4%

40%

10

VL421

NOP

NOP

0.1%

40%

11

VL427

NOP

NOP

NOP

43%

12

VL429

NOP

NOP

NOP

38%

13

VL462

NOP

NOP

NOP

36%

14

VL483

NOP

NOP

0.3%

34%

15

VL485

NOP

NOP

NOP

34%

16

VL486

NOP

NOP

0.3%

31%

17

VL488

NOP

NOP

NOP

37%

18

VL500

NOP

NOP

0.1%

40%

19

VL503

NOP

NOP

NOP

43%

20

VL506

NOP

NOP

NOP

39%
X38.4%

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

3.2.4 Terneros en área libre de garrapata (>2700 m.s.n.m.).En la sangre de 20
terneros Holstein de área libre de garrapatas (Hacienda Santana), tampoco se
observó a la lectura de frotis sanguíneos coloreados con Giemsa, Babesia
bigemina ni Babesia bovis. Para la rickettsia Anaplasma marginale se observó
parasitemia en 3 animales (TL34; TL86; TL119), en porcentajes de 0.1%; 0.2% y
0.3% (Tabla 6.). El valor promedio del hematocrito registró un valor de 37.7% con
valores máximo y mínimo de 43% y 32% (Tabla 6.).

Tabla 6. Terneros Hacienda Santana, lectura de frotis sanguíneos y determinación
de hematocritos.

Número

Identificación

B.

B.

A.

bigemina

bovis

marginale

Hematocrito

1

TL16

NOP

NOP

NOP

40%

2

TL21

NOP

NOP

NOP

43%

3

TL25

NOP

NOP

NOP

42%

4

TL26

NOP

NOP

NOP

39%

5

TL27

NOP

NOP

NOP

41%

6

TL34

NOP

NOP

0.2%

38%

7

TL36

NOP

NOP

NOP

36%

8

TL52

NOP

NOP

NOP

34%

9

TL55

NOP

NOP

NOP

40%

10

TL57

NOP

NOP

NOP

37%

11

TL82

NOP

NOP

NOP

39%

12

TL86

NOP

NOP

0.3%

33%

13

TL90

NOP

NOP

NOP

36%

14

TL98

NOP

NOP

NOP

38%

15

TL105

NOP

NOP

NOP

41%

16

TL108

NOP

NOP

NOP

35%

17

TL112

NOP

NOP

NOP

41%

18

TL119

NOP

NOP

0.1%

33%

19

TL123

NOP

NOP

NOP

37%

20

TL130

NOP

NOP

NOP

32%
X37.7%

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

3.3

OBTENCIÓN DE SANGRE PARASITADA CON Babesia bovis EN

PORCENTAJE DE 1.1% PARA LA PREPARACIÓN DEL ANTÍGENO DE
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Con el volumen de 20 ml de sangre (con 30% de hematocrito y 1.1% de Babesia
bovis), obtenido el día 11 post-incubación (Ilustración 13.), se determinó en la
alícuota de 1/3 de glóbulos rojos formolados, la dilución de 1:320, la cual tuvo
aproximadamente 30 babesias por campo microscópico con coloración Naranja
Acridina (Ilustración 4.), con objetivo de 16X y de 9 babesias por campo
microscópico, coloreados con Naranja de Acridina con el objetivo de 100X
(Ilustración 14.).

Ilustración 12. Incubación de Babesia bovis y fluctuación del hematocrito postinoculación de dosis patógena de 4.5x108 Babesia bovis

44%

44%

1,10%
43%
39%

0,30%
30%
0,10%

B.bovis
hematocrito

0

0

día 0

día 1

día 9

día 10

día 11

0

0

0,10%

0,30%

1,10%

44%

44%

43%

39%

30%

Días de experim entación

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

Ilustración 13 Babesia bovis, Naranja Acridina x 1000.

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

-

Con la alícuota de 2/3 de glóbulos rojos de la dilución 1:1 no formolados, diluidos
en dilución 1:320 con PBS más albúmina bovina al 1% en volumen, se prepararon
500 láminas de antígeno de Babesia bovis, suficientes para el análisis serológico
de 4.000 muestras por la técnica de inmunofluorescencia indirecta; las cuales se
empaquetaron por dos láminas; cada una para el análisis de ocho muestras y se
preservaron a -80°C.

3.4

SEROCONVERSIÓN DE SUEROS DE VACAS Y DE TERNEROS,

OBTENIDOS EN ÁREA ENDÉMICA Y EN ÁREA LIBRE DE GARRAPATAS -VSANTÍGENO

DE

Babesia

bovis

CON

LA

TÉCNICA

DE

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

3.4.1 Serología de vacas de área endémica (<300 m.s.n.m.). Un número de 19
sueros de 20 obtenidos en área endémica de garrapatas, reaccionaron
positivamente a la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta en dilución 1:80. De

los 20 sueros, solo uno (V19) tuvo una reacción negativa (Tabla 7., Ilustración
15.).

Tabla 7. Inmunofluorescencia Indirecta con antígeno de Babesia bovis, de sueros
sanguíneos de vacas (dilución 1:80), obtenidos en área endémica de garrapatas
(<300 m.s.n.m).
Inmunofluorescencia

Número

Identificación

1

VE13

+

2

VE14

+

3

VE15

+

4

VE16

+

5

VE18

+

6

VE19

-

7

VE20

+

8

VE21

+

9

VE22

+

10

VE5261

+

11

VE37

+

12

VE41

+

13

VE46

+

14

VE47

+

15

VE53

+

16

VE62

+

17

VE68

+

18

VE75

+

19

VE92

+

20

VE96

+

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

Babesia bovis

Ilustración 14. Babesia bovis, Inmunofluorescencia Indirecta (vacas) x 1000.

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

3.4.2 Serología de terneros de área endémica de garrapatas (<300 m.s.n.m.). Un
número de 18 sueros de terneros de 20 obtenidos en el área endémica de
garrapatas, reaccionaron positivamente a la prueba de Inmunofluorescencia
Indirecta en dilución 1:80. De los 20 sueros, solo dos (TE8; TE44) presentaron
una reacción negativa a Babesia bovis (Tabla 8., Ilustración 16.).

Tabla 8.

Inmunofluorescencia Indirecta con antígeno de Babesia bovis, de

sueros sanguíneos de terneros (dilución 1:80), obtenidos en área endémica de
garrapatas (<300 m.s.n.m).

Inmunofluorescencia

Número

Identificación

1

TE1

+

2

TE3

+

3

TE5

+

4

TE6

+

Continúa en página siguiente

Babesia bovis

5

TE7

+

6

TE8

-

7

TE9

+

8

TE10

+

9

TE11

+

10

TE12

+

11

TE14

+

12

TE17

+

13

TE22

+

14

TE31

+

15

TE42

+

16

TE43

+

17

TE44

-

18

TE47

+

19

TE52

+

20

TE56

+

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

Ilustración 15. Babesia bovis, Inmunofluorescencia Indirecta (terneros) x 1000.

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

3.4.3 Serología de vacas de área libre de garrapatas (>2.700 m.s.n.m.). De 20
sueros obtenidos de vacas en el área endémica de garrapatas, 19 reaccionaron
negativamente en dilución 1:80 con la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta.
Solo el suero VL486 reaccionó positivamente a la dilución mencionada (Tabla 9.).

Tabla 9.

Inmunofluorescencia Indirecta con antígeno de Babesia bovis, de

sueros sanguíneos de vacas (dilución 1:80), obtenidos en área no endémica a
garrapatas (>2700 m.s.n.m).

Inmunofluorescencia

Número

Identificación

1

VL75

-

2

VL116

-

3

VL132

-

4

VL321

-

5

VL334

-

6

VL355

-

7

VL337

-

8

VL338

-

9

VL418

-

10

VL421

-

11

VL427

-

12

VL429

-

13

VL462

-

14

VL483

-

15

VL485

-

16

VL486

+

Continúa en la página siguiente.

Babesia bovis

17

VL488

-

18

VL500

-

19

VL503

-

20

VL506

-

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

3.4.4 Serología de terneros de área libre de garrapatas (>2.700 m.s.n.m.). De 20
sueros obtenidos de terneros en el área libre de garrapatas, 17 reaccionaron
negativamente y 3 positivamente (TL34; TL82 y TL119) en dilución 1:80 a la
prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (Tabla 10.).

Tabla 10 Inmunofluorescencia Indirecta con antígeno de Babesia bovis, de
sueros sanguíneos de terneros (dilución 1:80), obtenidos en área no endémica a
garrapatas (>2700 m.s.n.m).

Inmunofluorescencia

Número

Identificación

1

TL16

-

2

TL21

-

3

TL25

-

4

TL26

-

5

TL27

-

6

TL34

+

7

TL36

-

8

TL52

-

9

TL55

-

10

TL57

-

11

TL82

+

Continúa en la página siguiente.
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12

TL86

-

13

TL90

-

14

TL98

-

15

TL105

-

16

TL108

-

17

TL112

-

18

TL119

+

19

TL123

-

20

TL130

-

Fuente: Beltrán y Vizcaíno, 2008.

3.5

OBTENCIÓN DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA PRUEBA

La valoración porcentual de la SENSIBILIDAD y de la ESPECIFICIDAD de la
técnica de Inmunofluorescencia Indirecta, se obtuvo de acuerdo a las fórmulas
utilizadas por Domínguez y col., en 1975.

La Sensibilidad

obtuvo valores de 95% para vacas y 90% para terneros, para un

total de 92.5%; para la Especificidad los valores obtenidos fueron de 95% en
vacas y 85% en terneros para un total de 90%.

4.

DISCUSIÓN

Para el plan estratégico que adelanta el gobierno nacional como meta al 2019, el
mejoramiento ganadero y su incremento de un bovino por habitante (FEDEGAN,
2006), es indispensable entre otros factores, el control eficaz de enfermedades
limitantes, para que nuestra ganadería sea rentable y competitiva (Otte y col.,
1989). Uno de los problemas importantes en áreas especialmente tropicales con
influencia del Boophilus microplus, donde pastan la mayor población bovina, lo
constituye

las

enfermedades

rickettsiales

y

hemoparasitarias

como

la

anaplasmosis y las babesiosis, enfermedades que someten a riesgo, a más de un
billón de bovinos en el mundo, con un costo superior a los 7.000 millones de
dólares/año (McCosker, 1981). En el caso particular de las babesiosis en nuestro
país, ocasionadas por Babesia bovis y por Babesia bigemina, producen
pérdidas considerables estimadas en el año 2000 en el orden de los $12.638
millones/año, por disminución de la productividad, por muertes y por costos que
demandan los métodos de control (Benavides, 1984). Para abordar este control
es indispensable un amplio conocimiento de la epidemiología, como sugirió
Mahoney y Ross en 1972, pero su conocimiento no será posible sin el apoyo de
métodos diagnósticos sensibles y específicos estandarizados, como los referidos
por Vega y Murgia en 1990. Entre muchos métodos diagnósticos utilizados para
las babesiosis bovina, ocasionada por Babesia bovis y por Babesia bigemina,
Morrilla en 1981 subraya el inconveniente de producir un buen antígeno para
Inmunofluorescencia Indirecta con Babesia bovis, debido a que este organismo
generalmente produce bajas parasitemias y por otra parte Lohr en 1972, aduce
que con antígenos producidos con baja parasitemia para el método de
Inmunofluorescencia Indirecta, se obtiene baja sensibilidad. Este inconveniente
quedó totalmente desvirtuado con el método de Dilución y Concentración en Gota

utilizado por Zuerner en 1982 y por Vizcaíno en 1989, método también utilizado en
este trabajo de tesis, donde el antígeno de Babesia bovis se produjo con tan solo
1.1% de parasitemia en el segundo día de patencia, pero con una concentración
aproximada de 30 parásitos por campo microscópico con objetivo de 16X
(Ilustración 4, Naranja Acridina) e ilustraciones 14 y 15 con objetivo de 100X con la
técnica de Inmunofluorescencia Indirecta.

Para los antígenos preparados con

parasitemia alta, se tiene que esperar muchos días de patencia, lo cual induce a la
formación de un “complejo antígeno- anticuerpo” el cual

puede generar que

algunas muestras reaccionen como falsos positivos o sin serlos en la realidad.

La técnica de Inmunofluorescencia Indirecta, evaluada en este trabajo de tesis
para la detección de anticuerpos de Babesia bovis, mostró una Sensibilidad de
92.5% y una Especificidad de 90%. Resultados comparables a los reportados por
otros investigadores con antígeno de Babesia bovis (Ramírez, 1993; Domínguez
y col., 1995).

Los resultados obtenidos con los sueros de área endémica a garrapatas
(Hacienda Balú) (Tablas 7. y 8.) donde además se vienen vacunando cada seis
meses a los nuevos nacimientos con la vacuna Anabasan® que previene contra la
anaplasmosis y las babesiosis (Vizcaíno y Benavides, 2005), indican que los
animales de la Hacienda Balú se encuentran en una condición de “estabilidad
enzootica” y por esta razón no se ha presentado allí en los últimos 12 años
casuística aguda debidas a anaplasma y a babesias.

Situación similar a la

reportada por Mahoney y Ross en 1972, cuando animales jóvenes se vacunaban
contra hemoparásitos antes de movilizarlos al área endémica creando de esta
manera resistencia a los hemoparasitismos. Por otra parte, las parasitemias
registradas en bajo porcentaje de Babesia bigemina, Babesia bovis y
Anaplasma marginale (Tablas 3. y 4.), indican que existe en la hacienda
mencionada, una inmunidad co-infecciosa similar a lo reportado por Ponce y col.
en 1978 y a parasitemias obtenidas en área endémica en Colombia por Bishop y

Adams en 1973 con la técnica directa de Giemsa.

Estas bajas infecciones

mantienen niveles adecuados de anticuerpos específicos los cuales neutralizan
infecciones agudas a nivel de campo. No obstante se presentaron tres animales
(una vaca y tres terneros) (Tablas 7. y 8.) que reaccionaron negativamente a la
prueba de Inmunofluorescencia Indirecta con el antígeno de Babesia bovis, lo
cual puede ser factible en situaciones de campo cuando co-existen en algunas
regiones de Colombia enfermedades inmunodepresivas con alta prevalencia como
la Leucosis, Leptospirosis, Diarrea viral bovina entre otras (Aycardi y Col., 1978;
Góngora y Col., 1995; García y Col., 2000), o que por alguna razón escapan a una
infección natural en campo (Greenwood, 1974; Colmen et.al., 1974) o también
animales

que

por

alguna

razón

se

encuentran

en

la

condición

de

agamaglobulinémicos (Tizard, 1977). Estos animales reactores negativos, podrían
estar en riesgo de enfermarse en este caso por Babesia bovis y que se inicie por
ellos, un brote a nivel de campo.

Los animales de la Hacienda Santana, localizada a más de 2.700 m.s.n.m., en un
área libre de garrapatas, es lógico que los sueros obtenidos presentaran en la
gran mayoría de los animales una reacción negativa a la prueba de
Inmunofluorescencia Indirecta (Tablas 9. y 10.). Pero allí también 4 animales
reaccionaron positivamente a la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (Tablas
9. y 10.), pero en este caso se desconoce si la infección fue debida a la
introducción de animales de áreas endémicas de garrapatas y que esto se halla
asociado a una infección de carácter iatrogénico.

De todas maneras, la

disponibilidad de antígenos diagnósticos, no solo de Babesia bovis sino de todos
los organismos limitantes, contribuirán al conocimiento de su epidemiología y con
ellos a la mano, aplicar medidas racionales de control en Colombia. Solo así,
nuestra ganadería llegaría a ser competitiva.

5

-

La

inoculación

de

5.4%

CONCLUSIONES

x108 Babesia

bovis,

produjo

en

el

ternero

esplenectomizado, una parasitemia de 1.1% a los 11 días post-inoculación, una
temperatura máxima de 41.7°C y el hematocrito dism inuyó de 43% a 30%.

-

El antígeno de Babesia bovis se preparó con 10ml de sangre con parasitemia de
1.1% y 30% de hematocrito, en una dilución de 1:320 (Sangre: PBS pH 7.3) con la
cual se obtuvo aproximadamente 30 babesias por campo microscópico con
objetivo de 16X.

-

La Sensibilidad del antígeno de Babesia bovis fue de 92.5% y con él se observó
una reacción óptima positiva con los sueros del área endémica de garrapatas.

-

La Especificidad del antígeno de Babesia bovis no obstante que no se comparó
con otros hemoparásitos, tuvo una Especificidad de 90% con sueros del área libre
de garrapatas; pero

la dilución 1:80 de los sueros en la prueba de

Inmunofluorescencia Indirecta, garantiza que la Especificidad se deba únicamente
a Babesia bovis.

-

La prueba de Inmunofluorescencia Indirecta permitió determinar que los animales
de la Hacienda Balú, en el área endémica de garrapatas, se encuentran en una
condición de “estabilidad enzoótica,” mientras que los animales de la Hacienda
Santana del área libre de garrapatas, son susceptibles a las babesiosis.

-

El antígeno de Babesia bovis preparado por el método de "Dilución y
Concentración en Gota", con sangre parasitada en bajo porcentaje (1.1%), en

el segundo día de patencia, garantiza reacciones antígeno-anticuerpo específicas
porque no alcanza a formarse el "complejo antígeno-anticuerpo” que produce
reacciones inespecíficas.

-

Con el antígeno de Babesia bovis producido, se pueden adelantar estudios
epidemiológicos en áreas ganaderas del país y apoyar campañas de vacunación y
proyectos de investigación en diferentes tópicos con Babesia bovis.
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